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RESUMEN

Introduccién: Laimportancia de las nucleasas en la
regulacién del crecimiento celular (a través de la
apoptosis) hace relevante investigar su utilidad
para controlar el crecimiento tumoral.

Objetivo: Valorar el efecto que una desoxirribo-
nucleasa tuvo sobre células del melanoma murino
B16-F10.

Material y métodos: Las células fueron incubadas a
diferentes tiempos y concentraciones de la DNasa,
después de lo cual se evalué su viabilidad, creci-
miento vy dano al DNA.

Resultados: Se encontré que la viabilidad y activi-
dad mitocondrial medida por medio de la técnica
de exclusiéon con azul de tripan o, bien, por el
colorante MTT no mostré ningiin cambio significa-
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tivo, sin embargo, la capacidad de crecimiento ce-
lular (nimero total de células) si se vio modificada
de una manera dosis dependiente. Conrespecto del
dano al DNA, nuestros resultados indican un efecto
alas 24 horas de incubacion de la nucleasa con las
células, bandas de 400 y 200pb se encontraron en
el corrimiento electroforético.

Conclusion: la DNasa utilizada en este trabajo no
tuvo ningun efecto significativo sobre la viabilidad,
pero si en el crecimiento celular, asi como sobre la
estructura del DNA por un mecanismo ain no
determinado.

ABSTRACT

Introduction: Importance of the nucleases in the
regulation of cellular growth (through the apoptosis)
makes necessary to investigate their utility to con-
trol tumoral growth.

Objective: We evaluated the effect that deoxy-
ribonuclease (DNase) had on cells of the melanoma
murine B16-F10.

Material and methods: the cells were incubated at
different times and concentrations of the DNase
and then their viability, growth and damage to the
DNA were evaluated.

Results: Showed that their viability and mito-
chondrial activity measured by means of the
exclusion technique with trypan blue or with MTT
didn’t show any significant change, however, the
capacity of cellular growth (total number of cells)
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was modified in a dependent dose way. With regard
to the damage to his DNA our results indicate an
effect at the 24 hours of the nuclease incubation
with the cells, bands of 400 and 200 pb were found
in the agarose gel.

Conclusion: the DNasa used in this work didn’t
have any significant effect on the viability, but did
on the cellular growth, as well as on the structure of
the DNA due to an uncertain mechanism.

INTRODUCCION

La desoxirribonucleasa | (DNasa I) cumple funciones tan
importantes como la lisis de las células envejecidas o
disfuncionales, asi como lleva a cabo la destruccién de las
células neoplésicas, los resultados obtenidos por diferentes
investigadores indican que este efecto es derivado de la
degradacién del &cido desoxirribonucleico (DNA). Se ha
demostrado la activacién de la DNasa I por variaciones en
la topologia del DNA!, asimismo, se ha determinado su
presencia en tejidos o fluidos corporales como pancreas,
higado, rindn, suero u orina?. Por otra parte, ha sido
comprobada su participacién en la fragmentacién del DNA
celular durante la apoptosis. Con respecto a su actividad,
esta se encuentra regulada por factores como la proteina
actina, la concentracién de cationes divalentes, la tempe-
ratura o el pH*®. En nuestros dias la concentracién de la
DNasa I en suero, se usa como un marcador en la evolu-
cién de la enfermedad en el paciente con cancer’. Existen
reportes provenientes de diferentes grupos de investiga-
cién, en donde se demuestra que la apoptosis se encuentra
inhibida en las células tumorales, principalmente por la
inactivacién de la DNasa | implicada en el corte del DNA
durante la apoptosis, esta inhibicién puede derivarse de
productos derivados de los oncogenes? o, bien, a la protei-
na actina®.

Buscando aprovechar su capacidad de degradacién de
los acidos nucleicos, la aplicacién de las nucleasas como
tratamiento terapéutico del cancer fue propuesto desde
hace ya algin tiempo??, sin embargo, la falta de resultados
concretos ha estimulado la investigacién a este respecto.
Actualmente se trabaja con técnicas de biologia molecular
enlamodificacién dela estructura de la nucleasa?, buscan-
do de esta manera facilitar su entrada a la célula y activar
a la apoptosis en la célula tumoral.

En este trabajo, se utiliz6 a la DNasa [ estable en
solucién y se valord su efecto sobre la viabilidad, actividad
y degradacién del DNA celular a diferentes tiempos en
células del melanoma murino B16-F10.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares. Se utilizé lalinea celular de melanoma
murino B16-F10 que se obtuvo del American Type Culture
Collection (donacién del laboratorio de Farmacologia de
la Facultad de Medicina, UNAM), la cual se mantuvo en
medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma, México) adicionado
con 5% de suero de ternera fetal, aminoacidos no esencia-
les al 1%, piruvato de sodio 1mM, L-glutamina 1mM,
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100ug/mL de estreptomicinay 100Ul/mL de penicilina, en
botellas de cultivo de 50mL (Greiner, Alemania).

Reactivos. Ladesoxirribonucleasal (DNasa ) obtenida
de pancreas bovino y estable en solucién fue donada por el
Laboratorio de Investigaciones Filoséficasy Cientificas, S.A.
de C.V.,México. La tripsina-verseno sddico fue obtenida de
InVitro,México. Azuldetripan, MTT (3-[4, 5-dimethythiazol-
2, 5-diphenyletrazolium bromide, thyazolyl blue]), cristal
violeta, cloroformo, isopropanol y fenol (grado biologia
molecular) fueron obtenidos de Sigma Chemical.

Determinacion del namero celular total. Un nime-
ro de 1x10° células fueron sembradas en placas de cultivo
de 24 pozos (Greiner, Alemania) e incubadas inmediata-
mente con una de las siguientes concentraciones de DNasa
. 175.0. 87.5, 43.7, 21.8, 10.9 y 5.45 ng/mL, en un
volumen final de 2mL por 24, 48 y 72 horas. Cada 24 horas
el medio de cultivo con la nucleasa fue renovado (cada una
de estas concentraciones fue utilizada en los diferentes
experimentos llevados a cabo). Todos los experimentos se
realizaron por triplicado, los controles fueron cultivos
celulares sin la nucleasa. Al finalizar cada uno de los
tiempos de incubacién, el medio de cultivo se recolecté
junto con las células que permanecian en suspensién; a las
células que se mantuvieron adheridas se les adicioné
500uL de tripsina (tripsina 0.05% con 0.05% de verseno
sédico) por 1min, la tripsina se decanté y se incubé por
5min a 37°C. Al finalizar este tiempo con ayuda del medio
de cultivo recolectado inicialmente, se resuspendieron las
célulasy se centrifugaron por 10min a 1,800rpm, el medio
se decanté v el paquete celular se resuspendié en 1mL de
medio de cultivo fresco, se tomé una muestra de 20ul. que
se mezclé con 80uL de azul de tripan y finalmente se
procedi6 a contar y determinar el nimero total de células
con ayuda de una camara de Neubauer.

Viabilidad v funcionalidad celular. En placas de
cultivo de 24 pozos fueron sembradas 5x10* células por
pozo e incubadas de inmediato con las siguientes concen-
traciones de DNasa [: 175.0. 87.5, 43.7, 21.8, 109 y
5.45ng/mL por 24, 48 6 72 horas a 37°C. Al finalizar cada
uno de los tiempos de incubacién mencionados, se decan-
t6 el medio de cultivo de cada pozo y se procedié a tenir la
placaconel colorante MTT (5mg/mL) disuelto en medio de
cultivo por 1 hora, el colorante fue decantado v la placa se
lavé dos veces con medio de cultivo sin suero de ternera
fetal. La sal de formazéan producto delareduccién del MTT
en la célula fue liberado mediante la adicién de 200ul de
dimetilsulféxido (Sigma, México) y finalmente se determi-
nd su absorbancia en un espectrofotémetro a 570nm.

Determinaciéon del nimero de colonias. Un niime-
ro de 500 células por pozo fueron sembradas en placas de
cultivo de 24 pozos, estas fueron incubadas individual-
mente con las concentraciones de DNasa | ya menciona-
das(175.0.87.5,43.7,21.8,10.9y5.45ng/mL) por 24, 48
6 72 horas. Posteriormente, cada uno de los cultivos fue
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tefiido vy fijado con el colorante cristal violeta (0.05%)
disuelto en metanol al 70% por 15min, el colorante fue
decantado v los restos de éste fueron cuidadosamente
eliminados de la placa de cultivo con agua corriente. La
placa se dejo secar atemperatura ambiente y finalmente se
conté el nimero de colonias formadas de acuerdo con la
técnica de Laccetti y colaboradores!!.

Obtencién del DNA. En placas de cultivo de 6 pozos
se colocaron 1x10° células por pozo, las cuales fueron
incubadas con las concentraciones ya mencionadas de la
DNasa I. La incubacién celular se realizé a los siguientes
tiempos: 2, 6, 8, 24, 48 y 72 horas; al concluir los tiempos
de incubacién se colectaron las células presentes en el
medio de cultivo asi como las adheridas. Todas las células
fueron centrifugadas a 1,800rpm por 10min, el sobre-
nadante fue decantado v las células resuspendidas en
300uL de solucién de lisis (Tris 50mM pH= 8.5, EDTA
1mM, Tween 20 0.5% y proteinasa K 100ug/mL), e
incubadas por 18 horas a 55°C en Bafo Maria. Posterior-
mente, se transfirié la solucién con el lisado celular a tubos
Eppendorff estériles, en donde se adicion6é un volumen
equivalente de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol
isopropilico (25:24:1); se realizd su mezcla por inversién
suave y se centrifugd a 14,000rpm por 15min, la fase
acuosa fue transferida a otro tubo en donde 1/10 del
volumen total de acetato de sodio (3M, pH= 5.2) y 2.5
voliumenes de etanol absoluto a 4°C fueron adicionados,
centrifugdndose nuevamente en las condiciones ya men-
cionadas. El sobrenadante fue decantado y el DNA lavado
una vez con etanol al 70%. Se eliminé el alcohol y el botén
con el DNA se dej6 secar a temperatura ambiente. Final-
mente el DNA se resuspendi6 en 100uL. de amortiguador
TE (Tris-EDTA, pH= 7.4). Por 1 hora a 80 volts se realizé
la electroforesis de 2ug de DNA por carril en gel de agarosa
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Concentracién de DNasa (ng/mL)
Figura 1. Numero de células B16-F10 determinadas después de
la incubacién por 24, 48 6 72 horas con una DNasa. La concen-

tracién mas alta utilizada fue la de 175.0ng/mL; el control celular
esta representado con la concentracién 0.0ng/mL (¢p<0.05)
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al 2%, se visualizaron los resultados obtenidos en un
transiluminador de luz ultravioleta. (UltraLum).

Analisis estadistico
Serealizé la prueba de Tukey yla de Dunnetten donde una
p< 0.05 se consideré como estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Se muestra que el nimero total de células se modific6 de
manera directamente dependiente ala concentracién dela
nucleasa, observandose principalmente a las 72 horas
(Figura 1). Es importante mencionar que las células incu-
badas con la nucleasa no mostraron dano en el nivel de la
membrana celular (aumento en el nimero de células
tefiidas con el azul de tripan), sélo el nimero total de
células fue quien mostré un cambio. Taly como se observa
en la Figura 1, el nimero de células (promedio = DS) fue
menor en todas las concentraciones utilizadas con respecto
al crecimiento celular sin la DNasa I, sin embargo, existié
un comportamiento ligeramente diferente al emplear la
concentraciéon de 87.5ng/mL (p< 0.05). A las 48 y 72
horas el efecto de la nucleasa se observé mas claramente
con las concentraciones utilizadas. Los resultados obteni-
dos al emplear al colorante MTT (Figura 2), el cual es
reducido inicamente en células viables activas, no mostré
ninglin cambio significativo a las 24, 48 y 72 horas (p<
0.05), con excepcidén del punto a las 72 horas en presencia
de una concentracién de 175ng/mL.

Otro aspecto que consideramos importante valorar
fue la capacidad formadora de colonias de las células
B16-F10. La linea celular utilizada ha demostrado tener
una alta capacidad para formar pequernios tumores, ade-
maés de realizar metéstasis en distintos modelos biolégi-
cos. En los resultados obtenidos se observa una disminu-
cién en la capacidad formadora de colonias dependiente
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175 875 437 218 109 545 0
Concentracién de DNasa (ng/mL)

Figura 2. Viabilidad y funcionalidad celular en células B16-F10
incubadas con diferentes concentraciones de una DNasa utili-
zando al colorante MTT. El control celular esta representado en
el punto 0.0ng/mL, se muestra el promedio + la DE (¢+p<0.05).
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Figura 3. Numero de colonias de células B16-F10 presentes
después de la inoculacién por 24, 48, 6 72 horas con distintas
concentraciones de una DNasa utilizando la tincién con cristal
violeta. Promedio + DE (< p<0.05).

de la concentracién de la DNasa I, lo anterior con
respecto a las células en donde estuvo ausente la nuclea-
sa. Tal y como se observa en la Figura 3, las concentra-
ciones que tienen el mayor efecto es nuevamente la de
175ng/mL y en algunos puntos la de 87.5ng/mL (72
horas). De estos resultados se puede inferir que la tasa de
divisién celular de alguna manera se ve afectada por la
presencia de la nucleasa.

Con el objetivo de determinar si la nucleasa adminis-
trada exégenamente a los cultivos era capaz de danar el
DNA celular, se realizé la purificacién del DNA de células
incubadas a distintas concentraciones y a diferentes tiem-
pos con la nucleasa, y se realizé su corrimiento elec-
troforético. El andlisis de los geles obtenidos indic6é que a
las 2, 4 y 8 horas no se encontré ningiin cambio diferente
al mostrado por el DNA obtenido de las células cultivadas
en ausencia de la DNasa I (resultados no mostrados), sin
embargo a las 24 horas se observa una banda de un peso
molecular aproximado de 400pb y una banda difusa de
200pb, aunque es importante mencionar que este no es el
patrén de corrimiento del DINA en “escalera” caracteristico
de las células en apoptosis. La banda de 400 pb se obser-
va a las 48 y a las 72 horas, aunque hay que mencionar
que para estos tiempos también se observa en el DNA pro-
cedente de las células control (Figuras 4A, 4B y 4C).

DISCUSION

La importancia de las desoxirribonucleasas (DNasa) en la
degradacién del DNA en la apoptosis celular o en las
células en réapido crecimiento, hizo proponer hace ya 50
anos a las nucleasas (desoxirribonucleasas y ribonuclea-
sas) como tratamiento para el cancer'®!l, Es relevante
mencionar asimismo que, el hecho de que las DNasa, se
encuentren inactivas en la célula cancerosa, hace relevan-
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Figura 4. Corrimiento en gel de agarosa al 2% de 2jug de DNA
obtenido de células incubadas por 24, 48 6 72 horas con
diferentes concentraciones de DNasa I. A) DNA obtenido de
células B16-F10 incubadas por 24 horas con la nucleasa, B) por
48 horas y C) por 72 horas. PM= pesos moleculares, C= DNA
obtenido de células cultivadas en ausencia de la DNasa 1. El
nimero de carril corresponde a las siguientes concentraciones,
1=10.9,2=21.8,3=43.7,4=87.5,5=175.0ng/mL de DNasa
. La flecha indica la localizacién de la banda de un peso
aproximado de 400 pb.
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te estudiar la posibilidad de activar nuevamente a ésta, con
el fin de regular o impedir la multiplicacién tumoral.

En este trabajo, los resultados obtenidos indicaron una
disminucién en el nimero total de células de una manera
dependiente de la concentracién de la nucleasa, sin em-
bargo, no se encontré que esta disminucién estuviera
relacionada con alteraciones a nivel de la membrana
celular (determinada por tincién con el colorante azul de
tripan). Lo anterior, nos hace proponer que probablemen-
te sea la presencia de la nucleasa quien afecte la expresién
de ciertos genes importantes para la proliferacién de este
tipo de células. Ha sido descrito con anterioridad que una
de las caracteristicas de la DNasa I es la de atacar zonas
expuestas del DNA, tal y como sucede en los genes que se
encuentran activos. Puck y colaboradores!* demostraron
en un proceso que ellos denominaron “transformacién
reversa”, que una de las caracteristicas primordiales de la
célula al perder sus caracteristicas malignas y que puede
por lo tanto sufrir nuevamente apoptosis, se debe a que su
DNA se vuelve sensible al ataque de nucleasas como la
DNasal. Los corrimientos electroforéticos del DNA realiza-
dos a las 24 horas muestran una banda de 400pb y una
banda muy difusa de aproximadamente 200pb (Figura 4).
Aunque los resultados mencionados no constituyen el
patrén de corrimiento electroforético en “escalera” carac-
teristico de la apoptosis, es interesante considerar que esla
exposicién de ciertos segmentos del DNA celular a la
nucleasa exdgena, lo que da origen a estas bandas. Es
relevante mencionar que, en este caso, se requirieron al
menos de 24 horas para poder observar algin efecto,
probablemente la similitud de tiempo necesario parallevar
acaboelciclo celular delas células B16-F10 (el cual es muy
parecido al de una célula normal, 16-18 horas), podria
estarnos hablando de que es la exposicién durante el
proceso de la duplicacién del DNA celular, quien facilit6 su
exposicién a la desoxirribonucleasa.

Los resultados obtenidos al incubar a la DNasa [ con
las células B16-F10, difiere del observado en células HelLa
o HEp-2 (de origen humano), en donde utilizando esta
misma nucleasa se observé la alteracién de su morfolo-
gia, la disminucién de su viabilidad y de su actividad ce-
lular. En contraste, en el mismo estudio mencionado, en
células de origen no tumoral la presencia de la nucleasa
no modific6 de manera significativa ninguno de los
pardmetros mencionados'?. Por otra parte, la DNasa |
empleada en este trabajo ha demostrado tener efecto so-
bre células procedentes de pacientes con leucemia, en
donde con su utilizacién se han encontrado algunos bue-
nos resultados'®. Para asegurar que los efectos observa-
dos fueran derivados de la nucleasa, se realizé la
incubacién de las células B16-F10 con el vehiculo utili-
zado, no encontrandose con éste ningutn efecto significa-
tivo sobre los aspectos estudiados en este trabajo (resul-
tados no mostrados).

Se consideré relevante valorar la capacidad de forma-
cién de colonias de las células B16-F10, por la alta capa-
cidad de formar tumores (principalmente en pulmén) que
este tipo de células posee; diversos autores han demos-
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trado poder inhibir la formacién de agrupaciones de cé-
lulas tumorales al incubarlas con una desoxirribonucleasa,
lo anterior por la presencia de “parches de DNA” que al
parecer facilitan la agrupacién celular'®, en estos casos,
se considera que la importancia de usar a la nucleasa re-
side en que al impedir la agregacién de las células
tumorales se facilitaria el acceso de los agentes
quimiotoxicos al total de células. En nuestros resultados
se observa al realizar la determinacién del nimero de co-
lonias formadas por las células B16-F10 que, el nimero
de colonias se vio disminuido a las dos concentraciones
mas altas utilizadas de la nucleasa (175.0 y 87.5ng/mL),
estos resultados se relacionan bastante bien con los en-
contrados en cuanto al ndmero total de células (Figura
1). Hasta donde sabemos, no se ha demostrado la pre-
sencia de “parches” de DNA en esta linea celular, por lo
cual serfa interesante determinar si esto sucede o, si bien,
como se menciond es la accién de la DNasa I sobre cier-
tas areas del DNA quien interfiere con la divisién de este
tipo celular.

Por ser la mitocondria uno de los principales organelos
afectados durante la apoptosis o la necrosis, considera-
mos importante la determinacién indirecta de su activi-
dad y de la viabilidad celular usando al colorante MTT,
el cual sélo mostré cambios significativos a las concen-
traciones mas altas utilizadas, esto principalmente a las
72 horas. El colorante MTT es reducido a una sal de
formazan por el sistema de la succinato-tetrazolium
reductasa el cual pertenece a la cadena respiratoria
mitocondrial y es activo Gnicamente en células viables,
aungue se considera que no es el tnico sistema que in-
terviene en la reduccién del MTT al parecer es uno de los
principales, por lo anterior se utiliz6 como un indicador
indirecto del dafio a mitocondria. En los resultados obte-
nidos no se observaron cambios significativos (con excep-
cién de los resultados obtenidos a las 72 horas con la con-
centracién de 175.0ng/mL), esto armoniza con los demaés
resultados producidos, los cuales demostraron que la via-
bilidad celular no se ve afectada vy al parecer tampoco la
viabilidad v funcionalidad celular determinada por me-
dio del colorante MTT. Asi, consideramos que la
incubacién con la DNasa I no influye en la viabilidad de
esta linea celular en particular, sino en la tasa de division
celular por un mecanismo desconocido hasta ahora.

Uno de los principales problemas encontrados con la
utilizacién de enzimas como la empleada en esta investi-
gacion, reside en el hecho de asegurar que lleguen al des-
tino adecuado y permanezcan ademas activas, lo ante-
rior ha estimulado la investigacién al respecto. Actualmen-
te se busca con técnicas de biologia molecular el crear
quimeras que contengan la porcién Fc de una
inmunoglobulina, la parte activa de la nucleasa y ade-
mas una porcién conocida como secuencia sefializadora
nuclear, todo con el fin de favorecer la entrada al nicleo
celular y hacer mas selectivo el ataque contra la célula
tumoral’. La baja actividad o selectividad de las nucleasas
utilizadas, probablemente sea la explicacién a la deficiente
actividad antitumoral reportada por autores como Batelli
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y colaboradores quienes no encontraron actividad
antineoplasica usando a una DNasa'¢. Como ya se men-
ciond, la principal utilidad de la DNasa I en nuestros dias
es la de servir como indicador de la mejoria en el pacien-
te con cancer; en 1986 Taper y colaboradores!” mostra-
ron que una disminucién en la actividad de la DNasa |
alcalina de suero indicaba la necrosis del tumor inducida
terapéuticamente y que un aumento en la actividad de
ésta por arriba de los niveles iniciales en fases avanzadas
del tratamiento, correspondia a una total regresiéon del
tumor, este resultado fue confirmado posteriormente por
Economidou y colaboradores!.

Los resultados de los autores mencionados indican
desde nuestro punto de vista que es importante estudiar
la actividad y utilidad de las desoxirribonucleasas, ya que
por sus caracteristicas, probablemente una mayor activi-
dad, indique una mayor degradacién del DNA de las cé-
lulas con altas tasas de proliferacién tal y como sucede
con las células tumorales.

Actualmente, nos encontramos realizando experimen-
tos utilizando a la DNasa I marcada con un cromégeno
buscando determinar su camino y su principal sitio de
accién en la célula tumoral, consideramos que esto es
importante ya que hasta el momento no se conoce la exis-
tencia de receptores de membrana que sean capaces de
facilitar la entrada de la endonucleasa a la célula, asimis-
mo estéd en proceso el estudio in vivo con el cual intenta-
mos demostrar que la nucleasa permanece activa y es
capaz de actuar sobre la formacién de tumores en un
modelo murino.

Todo lo mencionado nos hace ver la importancia de
buscar opciones que nos permitan (utilizando mecanis-
mos fisiolégicos normales) regular o impedir el crecimiento
tumoral en las condiciones naturales del organismo, la
busqueda que al respecto hacen numerosos investigado-
res utilizando enzimas (como las nucleasas) fundamenta-
les en la fisiologia celular, nos hacen creer que este cami-
no puede dar algunas respuestas para ayudar al indivi-
duo con cancer®?,
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